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ハブ咬症における特殊抗毒素に関する基礎的実験 
－マングースのハブ毒感受性について－ 
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序文 
ハブ Protobothrops flaboviridis は奄美、沖縄地方に生息する有毒の蛇である。沖縄県では
1964 年から 1980 年まで年間 300～500 人のハブ咬症患者が発生していた。それ以後、ハブ咬症
患者数は年々減少し、2007 年以降は 100 人を下回るようになった。ハブ咬症による死亡者数は
1980 年までは毎年数人発生していた。その後は 1989 年に 2 人、1990 年、1992 年、1999 年に１
人出ているが、2000 年以降死者はない１）。 
 沖縄島にはハブ P. flavoviridis、ヒメハブ Ovophis okinavensis が自然分布しており、近
年、台湾に生息するタイワンハブ P.mucrosquamatus が沖縄島に移入、定着しており、タイワン
ハブ咬症も報告されている。八重山諸島の石垣島、西表島にはサキシマハブ P.elegans が分布
しており、サキシマハブ咬症も毎年数 10 件報告されている。サキシマハブはハブに比べ体格が
小さいため毒量が少なく、また毒性も低いため咬症による死者は、1964 年以降の記録では 1979
年の１人のみである１）。 
ハブ咬症患者に対しては血清療法が唯一の有効な治療法である。血清療法には「乾燥はぶウ
マ抗毒素」すなわちウマをハブ毒で免疫して得られるハブ毒抗毒素（抗体）を含むウマ免疫グ
ロブリンの乾燥製剤が使用されている。「乾燥はぶウマ抗毒素」は一般にはぶ血清、あるいは単
に血清と呼ばれている。 
日本では「乾燥はぶウマ抗毒素」の他にまむし毒やジフテリアおよび破傷風の抗毒素が製造
されており、これらもまたウマを免疫動物とする生物学的製剤である。抗毒素は血清療法を必
要とする患者にとって大変効果の高い治療薬である一方、アナフィラキシーショック、血清病
などの副作用が問題になることがある。乾燥はぶウマ抗毒素使用者の 18.8％に軽重含む何らか
の副作用が生じたとの報告もある２）。アナフィラキシーの病態生理は、ウマのタンパク質に感
作された人が、ウマの免疫グロブリン（タンパク質）に対してアレルギーを生じるものである。
したがって、過去に抗毒素を使用したことがある人が、繰り返し抗毒素を使用することで副作
用のリスクは高まると考えられる。 
アレルギーは抗原抗体反応による特異性の高い反応であり、免疫動物の種をウマ以外の動物
にすることで回避できるため、野崎らはヤギを免疫動物に用い、十分な治療効果が期待できる
まで抗体価を有する抗毒素を試験的に作成した３）。ハブ毒をヤギに免疫し、抗毒素として使用
できるレベルまで抗体価をあげるために免疫期間が長期に及ぶことがあること、免疫期間中に
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免疫動物が体調を崩すことや死亡することもあるという。また、個体によるハブ毒感受性の違
いから、追加免疫を繰り返し行ってもなかなか抗体価が上昇しないこともあり、その後製剤化
までに至らなかった。 
一方、野崎らは、投与量が少なく治療効果の高い特殊抗毒素の開発を目的に、多種類の植物
成分や動物血清について抗ハブ毒作用のスクリーニングを行っており、その結果、数種の動物
血清にハブ毒出血作用に対する高い抑制効果を示すことを報告している。特にマングース血清
には高いハブ毒出血作用抑制効果が示され、これは免疫抗体ではない天然のインヒビターであ
ることを明らかにした４）５）。 
ハブ毒はタンパク性の毒素であり、その主要毒性は出血毒である。この出血毒素はタンパク
分子量の大きさ等により大きく２つの毒性因子として出血因子１（HR-1）と出血因子２（HR-2）
に分けることができる。野崎らは、マングース血清は HR-1 を現在、ハブ咬症患者に使用されて
いる抗毒素と同じ程度中和するが、HR-2 の中和作用を持たないことを報告している。そこで、
本研究では、マングースにハブ毒免疫を行い、血中抗体価を測定し、マングースのハブ毒感受
性を調べた。 
 
材料と方法 
１．実験動物 
 沖縄県西原町で捕獲したマングース８匹を 10～30 日の予備飼育後、実験に供した。 
 
２．ハブ毒とハブ毒トキソイド 
 免疫には 1995（平成７）年に沖縄県衛生環境研究所で採取し、凍結乾燥されたハブ毒を用い
た。このハブ毒を M/60、pH7.0 リン酸緩衝液で溶解し、0.45 ㎛ Filter Unit で濾過したものを
1%ハブ粗毒溶液とした。 
 1%ハブ粗毒溶液に 0.2%（v/v）ホルマリンを２日間隔で３回加え、透析により遊離ホルマリ
ンを除去し、さらに 0.45 ㎛ Filter Unit で濾過したものをトキソイド溶液とした。ホルマリン
添加の際の pH の変動は 0.1N 水酸化ナトリウムで修正した。 
トキソイド溶液の致死活性を、マウス LD50 (Leed and Muench 法６）)で、1%ハブ粗毒溶液の
12 分の１になっていることを確認した。また、寒天ゲル内沈降反応で、トキソイドの抗原性を
確認した。 
 
３．免疫と採血（図１） 
３・１．免疫 
 基礎免疫はトキソイド溶液とフロイントアジュバント・コンプリートを等量ずつ混合し、ホ
モジナイザーで撹拌、乳化したものをマングース腹腔内に注射した。注射量は 0.2ml/body とな
るように調整した。 
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 ５匹のマングースに基礎免疫を２回行い、基礎免疫から３週後より追加免疫を行った。追加
免疫は１%ハブ粗毒溶液をマングースの状態を観察したうえで、徐々に量を増やしながら 15 週
間で９回、ほぼ１週間隔で行った。（I 群、n＝５）また、３匹のマングースを対照群とした。
（C 群、n＝３） 
３・２．採血 
 免疫期間中に６回、マングースの外頸静脈より少量の血液を採取した。初回の免疫から 16
週後に腹大動脈採血により全血を得た。血液は室温中で３～12 時間静置し、その後 3000rpm、
15min で遠心分離した上澄みの血清を分取した。 
 免疫及び採血は、ペントバルビタール Na を、体重１kg あたり 35mg を腹腔内に注射し、全身
麻酔下で行った。 
 
４．抗体価測定 
 採血により得られた血清中の抗体価は、抗 HR-1 と抗 HR-2 の力価を ELISA（酵素免疫測定法）
で測定した。 
 HR-1 または HR-2 をコーティングした EIA フラットプレート（三光純薬）の各ウェルに検体
100μl を分注し、37℃、30min シェーカーインキュベーターで撹拌した後、Auto mini wasyer
で５回洗浄を行った。洗浄液は 0.15M 食塩加 0.01M リン酸緩衝液（pH7.4）に Tween20 を加えた
ものを使用した。 
 次に各ウェルに適当な濃度に希釈した酵素標識抗原を 100μl加え、前回と同様に 37℃、30min
シェーカーインキュベーターで撹拌した後、Auto mini wasyer で５回洗浄を行った。酵素標識
抗原の希釈には１％牛血清アルブミンと 0.05％Tween20 を加えた 0.15M 食塩加 0.01 M リン酸緩
衝液（pH7.4）を使用した。酵素標識抗原は HR-1 または HR-2 にペルオキシダーゼ（horsoradish 
type,10000u,sigma）を結合したものを使用した。 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 週
I群 0.2 0.2 0.025 0.05 0.1 0.2 0.4 0.8 1.2 1.8 1.8
↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑
採血 採血 採血 採血 採血 採血 全採血
C群
↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑
採血 採血 採血 採血 採血 採血 全採血
図１．マングースの免疫、採血のスケジュール
※ 内の数字はトキソイド溶液及び１％ハブ粗毒溶液中に含まれるハブ毒量（タンパク質量mg換算）
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 最後に、各ウェルに基質液 100μl を加えて、約 10 分間遮光条件で反応させた後、１N 硫酸
100μl を加えて反応を停止させた。基質液は o‐フェニレンジアミン塩酸塩 35mg と 30％過酸
化水素水 30ml を加え、それを 0.1M クエン酸‐0.2M リン酸水素２ナトリウム緩衝液（pH4.8）
100ml に溶解したものを使用した。吸光度は Microplate reader MPT-32（Corona）で 492nm の
波長を測定した。血清中のタンパク量測定は分光光度計（日立 U-4000）で 280nm の吸光度を測
定し、血清 mg/ml＝1.25OD280 として計算した。 
 
結果 
１．ハブ毒免疫したマングースからの採血 
 I 群と C 群のマングースから免疫期間中 1 週目の基礎免疫後、６、８、10、12、15 週目の追
加免疫の前に１～３ml 採血した。今回はそのうち６週目、10 週目、15 週目に採血した血液か
ら血清を分離し、それぞれ serum６、serum10、serum15 として抗体価測定に用いた。15 週目に
9 回目の追加免疫をしてから１週間後の免疫 16 週目に、全採血によってマングース１匹あたり
12～32ｍｌの血液を採取できた。免疫期間中に I-4 と C-3 の個体が免疫 16 週目に死亡し、全血
を得ることができなかった。 
 
２．免疫血清の抗出血価（表１、表２） 
 serum６、serum10、serum15 について、ELISA による血中抗体価の測定結果を Table.１、Table
２に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 抗 HR-1 価は免疫群（I 群）でいずれも抗体価が上昇した。抗 HR-2 価は I-1 と I-3 で抗体価
は上昇しているが、I-2、I-4、I-5 ではほとんど上がっていない。また、まったく免疫をして
いない対照群で C-1、C-2 は検出限界値以下であったが、C-3 の個体では抗 HR-1 価、抗 HR-2 価
ともに 10～18u/ml であった。 
 
表１．マングース免疫血清の抗HR－１価
serum6 serum10 serum15 
I－１ 10.9(0.18) 10.5(0.18) 33.0(0.58)
I－２ 2.4(0.05) 2.0(0.04) 8.6(0.15)
I－３ 4.1(0.07) 70.0(1.25) 75.0(1.61)
I－４ 33.0(0.62) 28.0(0.59) 57.0(1.04)
I－５ 9.6(0.17) 6.1(0.12) 21.0(0.41)
C－１ N.D(N.D) N.D(N.D) N.D(N.D)
C－２ N.D(N.D) N.D(N.D) N.D(N.D)
C－３ 15.0(0.25) 10.0(0.20) 12.2(0.19)
抗体価 u/ml（タンパク質量換算　u/mg）
ND:Not Detected
表２．マングース免疫血清の抗HR－２価
serum6 serum10 serum15 
I－１ 50.0(0.83) 70.0(1.20) 74.0(1.31)
I－２ 1.4(0.03) 4.9(0.09) 9.0(0.16)
I－３ 18.0(0.31) 100.0(1.79) 100.0<(2.14<)
I－４ 17.0(0.32) 16.0(0.34) 16.5(0.30)
I－５ 3.6(0.06) 9.0(0.18) 4.6(0.09)
C－１ N.D(N.D) N.D(N.D) N.D(N.D)
C－２ N.D(N.D) N.D(N.D) N.D(N.D)
C－３ 13.0(0.22) 18.0(0.35) 13.0(0.20)
抗体価 u/ml（タンパク質量換算　u/mg）
ND:Not Detected
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考察 
 今回の免疫の結果、マングースのハブ毒感受性については、HR-1、HR-2 ともに十分上昇する
ことはなかった。野崎らの報告によると、各種動物のハブ毒感受性を調べた結果、最も抗体産
生能力が高かった動物はウマで、抗 HR-1 価 350～400u/ml、ヤギでは 100～200u/ml、ウシは 30
週間の免疫で 63 u/ml までしか上昇することはなく、ブタで 30～35 u/ml、最もハブ毒感受性
の低かったニワトリで 10～20 u/ml で、ウシ、ブタ、ニワトリは免疫動物に適さないと結論付
けている７）。 
 マングースの免疫で抗 HR-1 価は 15 週間の免疫で 8.6～75 u/ml で、ウシと同じ程度までしか
上昇しなかった。しかし、マングース血清中には抗体とは異なる天然のインヒビターが数 100 
u/ml 備わっており、このインヒビターは ELISA 法で測定不可能なものである。ウサギ皮内法に
より抗 HR-1 価とマングース血清中に含まれるインヒビターの抗出血価を合わせて測定するこ
とが可能であるが、今回、抗体価測定のために採血した血液量ではウサギ皮内法に十分ではな
く、今後、全採血して得た血液をウサギ皮内法によってインヒビターが抗 HR-1 抗体価をどれぐ
らい増強するものか調べたいと考えている。 
 抗 HR-2価は 15週間の免疫の結果、ハブ毒感受性の高かった個体で100 u/mlまで上昇したが、
このレベルでは十分な治療効果が得られるとは考えにくい。免疫期間をさらに伸ばすことや、
免疫に使用するハブ毒を精製し、HR-2 を免疫抗原にするなど免疫方法の工夫次第で、HR-1 と
HR-2 をバランスよく中和する免疫血清となるかもしれない。また、今回得られた免疫血清を精
製することによって、抗 HR-1 価と抗 HR-2 価ともに増強できると思われ、これも今後の課題と
したい。 
 免疫を実施していない対照群の中に抗 HR-1 価と抗 HR-2 価が 10～18u/ml であった C-3 の個体
に関しては、原因は明らかでないが、過去にハブ毒との接触等があったと考えられる。 
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Experimental Study on a Unique Anti-Venom by Habu Bites 
―  Mongoose Sensitivity to Habu Venom ―  
 
Hideki SAKURAI 
 
Habu venom is a proteinaceous toxin, and its major toxicity is as a hemorrhagin. This 
hemorrhagin can be roughly divided by the size of the protein molecular mass etc., into two 
virulence factors, hemorrhagic factor 1 (HR-1) and hemorrhagic factor 2 (HR-2). It was 
found that the inhibitor present in mongoose serum neutralizes HR-1, but has little 
neutralizing effect on HR-2. Therefore in this study, mongooses were immunized with habu 
venom and the blood antibody titer measured by ELISA(Enzyme-Linked Immuno Sorbent 
Assay) to examine the sensitivity of mongooses to habu venom. 
Results showed that neither anti-HR-1 nor anti-HR-2 titers increased sufficiently, 
indicating that mongoose sensitivity towards habu venom was not particularly strong. 
However, even though the anti-HR-1 titer was insufficient to provide immunity, inhibitors 
present in mongoose serum were at a sufficient therapeutic level, therefore, by devising an 
immunization method to make immunizing antigens to be purified HR-2 habu venom, for 
example, it may be possible to develop a unique anti-venom which neutralizes habu venom 
in a balanced manner.  
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